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＜要 約＞ 
【研究の背景】 
近年の生殖補助医療（ART）の進歩は目覚ましく、一般的な不妊治療として定着し
ている。しかし、ART の普及により、ART 後の出生児（ART 出生児）に、これまで
非常に稀であった先天性ゲノムインプリンティング異常症の発症頻度が増加してい
ることが、世界中で報告され話題となっている。このゲノムインプリンティング（遺
伝子刷り込み）とは、生殖細胞（配偶子）形成過程で、母（卵子）由来と父（精子）
由来のゲノムの特定領域に、DNA メチル化を確立することで親由来の区別を行う仕
組みである。つまり、インプリントが確立する時期の配偶子は、環境変化に対して非
常に脆弱でかつ不安定であると考えられ、かつその時期に ART により配偶子を操作
する事が、様々な異常を招く可能性があると指摘されている。しかし一方で、不妊症
患者自身の配偶子（精子あるいは卵子）にメチル化異常が存在する可能性も考えられ
る。そこで、本研究では、不妊症男性精子のメチル化インプリント異常の頻度、程度、
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影響を受ける遺伝子について解析した。 
【研究目的】 
本研究では、不妊症男性精子におけるインプリント遺伝子のメチル化異常の頻度
や影響を受けやすい遺伝子領域について解析し、その特徴について明らかにするこ
と、および臨床現場に応用するため、迅速かつ簡便な DNA メチル化診断法
（PCR-Luminex 法）を開発する事を目的とした。 
【研究方法】 
男性精子 197例（うち乏精子症患者精子 65例）より DNAを抽出し、22領域のイ
ンプリント遺伝子のアレル特異的メチル化領域について COBRA 法、シークエンス
法を用いて、メチル化の解析をおこなった。また、新規 DNAメチル化解析システム
（PCR-Luminex 法）の試作とその性能評価について、従来法と比較検討した。 
【研究結果】 
22領域のメチル化インプリントの解析では、25.4%（50/197）にメチル化異常を認
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めた。その内訳は、精子型インプリント異常 18%、卵子型インプリント異常 82%で
あった。また、重症型乏精子症患者精子では高率（74.1%（20/27））にメチル化異
常がみられた。このメチル化異常の頻度は、精子数、精子運動率と負の相関を示し、
精子奇形率とは正の相関を示した。8 領域のインプリント DMR において、
PCR-Luminex 法を用いたメチル化解析の測定値は、従来法の測定値と比較検定し、1
領域（GTL2）を除き有意な相関を示した。 
【考察および結論】 
不妊症男性精子では、およそ 25%にメチル化インプリントの異常が認められた。
また、このメチル化異常の頻度と程度は、精液所見には強い関連がみられた。この
事実より、精子形成とメチル化異常に関連があることが示唆された。また、新規 DNA
メチル化診断法として PCR-Luminex法は、より良好な精子の選別を行う方法として、
臨床に有用であることが確かめられた。 
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＜研究の背景＞ 
最近、我が国の晩婚化、少子化の社会情勢と生殖医療技術の進歩により、体外受精
（IVF：In vitro fertilization）や顕微授精（ICSI：Intracytoplasmicsperm injection）など生殖補
助医療（ART：Assisted reproductive technologies）は、一般的な不妊治療として定着し
ている。しかしこの ART の普及と、先天異常、低出生体重、周産期合併症の増加と
の関連性が指摘されている 1-3)。また ART出生児では、本来非常に稀であったインプ
リント異常を原因とする先天性インプリント異常症（Beckwith-Wiedemann 症候群：
BWS（NIM130650）、Angelman 症候群：AS（NIM105830））の発症頻度が増加して
いるとの報告が数多くみられる（添付資料 図 1）。インプリント異常は、先天性疾
患だけでなく、周産期異常、乳幼児の身体的、精神的発育・発達、性格、行動異常等
にも関連する 4)。また、癌や生活習慣病などの成人性疾患の原因にもなりうるため、
将来の国民の健康衛生上、重要な問題である。 
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ゲノムインプリンティング（遺伝子刷り込み）とは、一方の親から継承した遺伝子
が選択的に機能し、他方の遺伝子は機能しないユニークな遺伝子発現様式を示す現象
で、哺乳類の胎児の正常な発生、胎盤機能あるいは神経の発達等に重要な役割を果た
す 5,6)。このゲノムインプリントを受ける遺伝子（インプリント遺伝子）は、2本ある
対立遺伝子（アレル）がそれぞれ母由来か、または父由来かを識別し、特定の親由来
のアレルの発現（片親性発現）を示す（添付資料 図 2）。この遺伝子発現調節には、
アレル特異的な DNA メチル化が必須であることが、マウスを使ったこれまでの研究
で明らかとなっている 7,8)。このような領域は、DMR（Differentially methylated regions）
と呼ばれている。この DMR のメチル化は、始原生殖細胞（Primordial germ cells: PGC, 
精子、卵子の元になる細胞）で消去され、配偶子形成過程では、精子型または卵子型
のインプリント（メチル化インプリント）が確立する（精子では精子型インプリント、
卵子では卵子型インプリント）。卵子型インプリントは未熟卵から成熟卵にかけて確
立し、遺伝子ごとに原始卵胞期から胞状卵胞期の間に、メチル化獲得の時期が異なっ
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ている（添付資料 図 3右）。 
一方、精子形成過程でメチル化を獲得する精子型インプリントは、これまでに 4つ
の DMR（H19、Gtl2、Rasgrf1、Zdbf2）が報告されている（添付資料 図 3左）。また、
ヒトでは RASGRF1を除く 3種類のインプリント遺伝子が報告されている。マウス雄
の生殖細胞の詳細な解析により、4 つの遺伝子の DMR は、いずれも有糸分裂期にあ
る前精原細胞でメチル化が確立することが報告されている 9-12,42)。また、確立した卵
子型および精子型のメチル化インプリントは、受精後の着床初期にみられるリプログ
ラミング（ゲノム全体の脱メチル化）の影響を受けることなく、体細胞として安定に
維持される 13)。つまり、受精以前に、精子では精子型インプリントが、卵子では卵子
型インプリントがメチル化を獲得し、受精後は、体細胞として両方のインプリントを
保持する。また、これらのインプリント遺伝子のメチル化の異常は、様々な疾患や児
の発育、発達異常、悪性腫瘍とも関連することも数多くの報告がある 4)。 
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配偶子および初期胚は、DNA メチル化などのエピジェネティックな修飾が、ダイ
ナミックに変動する時期である 14,15)。ART は、この時期に非常に脆弱な配偶子および
初期胚を操作するため、これら細胞のエピジェネティクスに影響を及ぼす可能性が十
分ある。一方で、不妊症患者自体の配偶子の問題も考えられる。特に不妊症の原因の
およそ半数は男性因子（精子に原因がある）であり、近年増加傾向にあることが報告
されている（平成 20 年日本産婦人科学会不妊登録）。また、精子数が少ない乏精子
症では、環境やストレスなどが原因となることも報告されており 16-19)、乏精子症の精
子では、エピジェネティックな異常を有することが予想される。 
ヒト精子のメチル化インプリントについては、これまでに報告が少ない。正常なヒ
ト精子では、減数分裂に入る以前に SNRPN（卵子型インプリント）のメチル化が消
去され 20)、H19（精子型インプリント）のメチル化が獲得されると報告されている 21,22)。
Marques らは、乏精子症の患者と少数であるが正常形態を示す精子にも、インプリン
ト遺伝子 H19 にメチル化異常がある事を報告している 19)。一方で、不妊症男性の精
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子では、インプリント遺伝子のメチル化が全て正常であったとの報告もある 23)。いず
れにしても、これらの報告は限られたインプリント遺伝子の解析にすぎず、ヒト精子
のゲノムインプリンティングに関する詳細な研究は、ほとんど行われていない。 
そこで、本研究では、多数例の男性精子を対象に、インプリント遺伝子の DNA メ
チル化について解析し、異常の頻度、程度、影響を受けやすい領域について明らかに
した。また、簡便な DNA メチル化診断法として、PCR-Luminex 法を応用し、その性
能評価を従来法と比較した。 
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＜研究目的＞ 
（1）ヒト不妊症男性精子におけるメチル化インプリントの異常について 
多数例の男性精子におけるインプリント異常の頻度・程度・影響を受けやすい遺
伝子について解析する。また、精子のインプリント異常を示す症例の特徴について
検討する。 
 
（2）新規 DNAメチル化診断法の開発 
臨床現場への実践的導入を目指し、PCR-Luminex 法を応用し、8つのインプリン
ト領域の異常を判定する診断システムを構築、世界初のオンリーワン精子検査法と
して、従来法との比較検討を行う。 
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＜研究方法＞ 
1．精子サンプルの収集 
不妊治療専門病院を受診し、形態学的な精液検査（量、精子濃度、運動率、奇形率）
を受けた男性に、本研究の説明を行い、同意が得られた男性 197名を対象にした。ま
た、内分泌疾患などの基礎疾患のある患者や同意の得られなかった患者は、除外した。
精子は、精液検査後の、本来廃棄される精子細胞を用い、本研究に使用した。収集し
た精子は、スイムアップ法 24)により、リンパ球、上皮細胞を除去した。精液検査では、
197例のうち、132例は「正常精子」を示した。残りの 65例の患者は、「乏精子症」
で「中等度乏精子症」は 38例、「重度乏精子症」は 27例であった。精子細胞は Phosphate 
buffered saline（PBS）液で繰り返し洗浄し、0.1mM 2-メルカプトエタノール 25)を用
いた標準的抽出方法により DNA を抽出した。体細胞としてヒト正常末梢血白血球
DNAは、使用した。精子濃度の分類は、「正常精子」は、20×106 /ml 以上、「中等
度乏精子症」は、20～5×106 /ml、「重度乏精子症」は、5×106 /ml 未満とした。 
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不妊期間が長い、あるいは繰り返し流産の既往がある場合、本人の希望などで、末
梢血を用い染色体検査を 40例行った。 
 
2．DNAメチル化の解析 
DNAメチル化の解析は、COBRA法（Combined bisulphite PCR restriction analysis）とバイ
サルファイトシークエンス法 12) を併用した。（添付資料 図 4） 22領域のヒトイン
プリント遺伝子（H19、GTL2、ZDBF2、DIRAS3、NAP1L5、FAM50B、ZAC（PLAGL1）、
GRB10、PEG10、PEG1（MEST）、INPP5F-v2、LIT1（KCNQ1OT1）、RB1、SNRPN、
ZNF597、ZNF331、PEG3、PSIMCT-1、NNAT、L3MBTL、NESPAS、GNAS1A）の DMR
について、DNAメチル化の解析をおこなった。まず、精子 DNAは、EZ DNA Methylation 
Kit（Zymo Research）を用い、バイサルファイト処理をおこなった。バイサルファイト
処理により、メチル化していないシトシンは、ウラシルへ変換するのに対し、メチル
化したシトシンは、メチルシトシンのまま残る。バイサルファイト処理後、22 領域の
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インプリント DMRを、以下の条件で PCR（Polymerase chain reaction）にて増幅した。
PCR反応液は、各 0.5Mプライマー、200M dNTPs、1x PCR Buffer、1.25Uの EX Taq 
Hot Start DNA Polymerase（TaKaRa Bio）、20l スケールに調整した。PCRの反応条件
は、初期変性 96℃ 30 秒（1 回）、各遺伝子に対応したアニーリング温度(57~60℃)で 
30秒、72℃ 30秒（30回）、さらに伸長反応 72℃ 30秒（1回）をおこなった。各遺
伝子 DMRの遺伝子マップを、図 1に記した。また、各遺伝子 DMRのプライマー情報
は表 1にまとめた。 
 
（1）COBRA法 
COBRA法では、メチル化しているテンプレート DNA（バイサルファイト処理済
み）は、PCR 後に制限酵素を用いて切断できる。鋳型 DNA 4μl、制限酵素 1μl、
制限酵素 10×Buffer 1μl、蒸留水 4μl、合計 10μl とし、37℃、8時間反応させた。
各 DMR の PCR 産物に用いた制限酵素を表 1 に示した。各断片長の DNA 量は
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Lumiimager analyzer と Lumianalyst ソフトウェアパッケージ（Roche Diagnostics）で
定量化し、制限酵素で切断された PCR 産物量と総 PCR 産物量の比率を算出し、各々
のメチル化率とした。 
（2）バイサルファイトシークエンス法 
PCR 産物は、pGEM-Tベクタ （ーPromega）を用い、クローニングした。各クロー
ンは、M13 Reverseプライマーを用い、ABI Prism 3130xl Genetic Analyzer（Applied 
Biosystems）装置にて、塩基配列を決定した。1つのサンプルについて、約 20クロー
ンずつシークエンスした。また、反復配列（LINE1と Alu）のメチル化についても
同様の解析をおこなった 26)。これらの実験は 2回以上、異なる DNAサンプルを用
いておこない、3回以上の独立した PCR 実験により解析した。また、バイサルファ
イト処理が十分に行われているかどうか変換率の判定には、CpG 配列以外のシトシ
ン部位のチミンへの変換率を求め、100%変換していることを確認した。 
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3．PCR-Luminex法を用いたメチル化の解析 
（1）PCR-Luminex法の原理 
PCR-Luminex 法とは、マルチプレックス PCR 法により、遺伝子を同時に増幅す
る技術と、フローサイトメトリーを利用したマイクロビースアレイ技術であるルミ
ネックス法を組みあわせた技術である。マルチプレックス PCR法を用いることで、
今まで遺伝子 1箇所ずつ増幅していた分の労力とコストの削減が可能となり、微量
の DNA であっても、遺伝子配列情報、GC 含量、増幅産物長等を調整し、精度の
高い増幅が可能となる。得られた増幅産物は、対応するプローブを固相したビーズ
と結合させ、蛍光標識することで検出可能となる。これは、特異的なハイブリダイ
ゼーションによる 1塩基の違いを検出するためのプローブ配列、ハイブリダイゼー
ション溶液のノウハウと、蛍光の測定にルミネックス装置を用いることにより、測
定可能である。また、大量のサンプルを同時処理する事ができる。本法は、すでに
ヒト白血球抗原（HLA）の遺伝子型判定や、生活習慣病関連 SNP 検査等に用いら
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れている（添付資料 図 5）。 
 
（2）人工プラスミドの作成 
メチル化の検出には、最適なプライマー、プローブ、ハイブリダイゼーション、
反応温度、反応時間などの条件を設定する必要がある。まず、PCRを用いて非メチ
ル化プラスミドを作成した。次にメチル化プラスミドは、メチル化酵素を用いて作
成した（SssImethylase, New England Biolabs）。 
 
（3）オリゴプローブによるハイブリダイゼーション 
オリゴプローブは、5’端をビオチンでラベルし、100 oligobeads/l 濃度に調整し
た。メチル化および非メチル化を認識するオリゴプローブの塩基配列を表 2に示し
た（表 2）。ハイブリダイゼーションは、96穴のプレートで 50 l のスケールでお
こなった（オリゴプローブ 5 l、PCR 反応液 5 l、40 l の反応液（3.75M TMAC、
16 
 
62.5mM TB（pH 8.0）、0.5mMEDTA、0.125% N-lauroylsacosine）。ハイブリダイゼー
ション反応は、95°C 2分、48°C30 分でおこなった。その後、PBS-Tweenを 100 l
加えて、3,300 rpm で 1分間遠心し、上清を除去し、ペレットを PBS-Tween で洗浄
した。測定は、Luminex 100 flow cytometer 装置でおこない、測定値は定量化した。 
 
4．統計学的解析 
測定した二群間の比率データの有意差検定には、t-test を用いた。COBRA 法と
PCR-Luminex 法を用いたメチル化値の二群間の比較には、Spearman と Pearsonの相関
係数式を用いた。 
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5．倫理審査 
東北大学医学系研究科倫理委員会に本研究計画を提出し、承認を得て研究を開始し
た（受付番号 2009-145）。その後、研究の継続と一部内容の変更を追加した申請を
おこない、さらに研究の承認を得た（受付番号 2010-120）。また、協力医療機関で
あるセント・ルカ産婦人科においても、院内倫理委員会にて、承認を得て研究を実施
した。 
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＜研究結果＞ 
1．登録男性のプロフィール 
本研究で登録した患者は 197 例で、その平均年齢は 35.6 歳（25-53 歳）であった。
精液検査で「正常精子」を示す男性は 132例で、平均年齢は 35.1歳（28-52歳）であっ
た。また「乏精子症」の患者は 65 例で、36.6 歳（28-52 歳）であった。このうち 27
例は重度の乏精子症であった。精液所見は WHO の基準により、顕微鏡下にて、精子
数、運動率、奇形率を算出した。また、肥満度（BMI：Body Mass Index）は「正常精
子」群は 24.1±3.71（平均±標準偏差）、「乏精子症」群は 24.1±2.95でいずれも「標
準体重」を示し、有意差を認めなかった。染色体検査をおこなった症例は、全て 46XY
の正常核型を示し、内分泌異常の症例は認めなかった。 
 
2．精子型インプリント遺伝子の DNAメチル化の解析 
ヒト精子型インプリント遺伝子 DMR は 3 領域で、H19 領域は 220-bp（18 の CpG
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部位）、GTL2 領域は 259-bp（15 の CpG 部位）、ZDBF2 領域は 220-bp（18 の CpG
部位）のメチル化について解析した（図 1-A）。また、精子型インプリント遺伝子の
正常値を 90%以上とした。 
DMR のメチル化の解析には、制限酵素を用いる COBRA 法と、シークエンス法を
併用した。バイサルファイト処理後の精子 DNA を、各 DMR に特異的なプライマー
で PCR 増幅し、H19は制限酵素 TaqIあるいは MluIを、GTL2 は TaqIあるいは NruI、
ZDBF2 は TaqI を用いて消化した。メチル化された PCR 産物は制限酵素で切断され、
メチル化されない PCR 産物は切断されない。体細胞 DNA では、およそ半分の PCR
産物がメチル化され、残り半分はメチル化されなかった。このことより、PCR による
バイアスがないことを確認した（図 2；血液）。COBRA 法にて、197 例精子 DNAの
H19メチル化解析を行った。その結果、ほとんどの症例で、メチル化されたバンドパ
ターンを認めた。しかし 10 例は、メチル化バンドに加え、非メチル化バンドも認め
た。これらの PCR 産物は、さらに、シークエンス法で、各 CpG部位のメチル化状態
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について解析した。（図 2；Case C）22)。メチル化異常を示した 10 例のうち、7 例
は重度乏精子症患者の精子であった。次に、GTL2 および ZDBF2 のメチル化の解析を
行った。卵子型インプリント遺伝子のメチル化正常値を 10%以下とした。GTL2 では
16 例、ZDBF2 では 9 例に、異常な非メチル化精子を認めた（表 3）。これらの検体
についてもシークエンス法で解析をおこない、同等を確認した。メチル化異常のうち
乏精子症は、GTL2で 8例、ZDBF2で 4例であった。 
 
3．卵子型インプリント遺伝子の DNAメチル化の解析 
同様に、卵子型インプリント遺伝子の 19 領域（DIRAS3，NAP1L5，FAM50B，ZAC
（PLAGL1），GRB10，PEG10，PEG1（MEST），INPP5F-v2，LIT1（KCNQ1OT1），
RB1，SNRPN，ZNF597，ZNF331，PEG3，PSIMCT-1，NNAT，L3MBTL，NESPAS，
GNAS1A）について、DNAメチル化の解析をおこなった。全体でメチル化異常は 197
例中 43例で 21.8%であった。その内訳は、図 3-A右にまとめた。もっとも異常の頻
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度が高い領域は、PEG3（9.8%）、ついで GRB10（8.8%）、NESPAS（7.2%）であっ
た（図 3-A 右）。また、メチル化異常を示す 43 例中 20 例は、複数のインプリント
領域の異常であった。また、19例は、精子型インプリントと卵子型インプリントの
両方の異常がみられた。 
 
4．非インプリント遺伝子の DNAメチル化の解析 
精子の DNA メチル化異常が、インプリント遺伝子に特異的であるのか、あるい
はゲノム全体のメチル化の異常であるのか検討した。インプリントを受けない反復
配列（LINE1と Alu）について、DNAメチル化の解析をおこなった。これまでと同
様に、COBRA法とシークエンス法を用い、LINE1（413-bp、28の CpG部位）と Alu
（152-bp、12 の CpG 部位）のメチル化について解析した。その結果、全ての症例で、
これら反復配列領域のメチル化に有意な差は認められず、メチル化の異常はインプ
リント遺伝子に特有な現象と考えられた。 
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5．メチル化インプリント異常の特徴 
197例の精子検体のうち、50例（25.4%）で、1遺伝子以上の DMR にメチル化異
常が確認された（図 3-A左）。このうち、乏精子症の症例は 28例にメチル化異常が
認められた（56%）。精子型インプリントの異常は 18%、卵子型は 82%であった（図
3-A 右）。3 領域以上の DMR でメチル化異常を示す症例は 50 例中 18 例で、このう
ち乏精子症の症例は 14 例（77.8%）であった。メチル化異常の症例については表 3
にその詳細を示した。また、197症例のうち、65例（33％）が乏精子症で、このう
ち、28例（43％）がメチル化異常を認めた。（カイ 2乗検定：p=0.00297） 
 
次に、メチル化異常と精液所見による精子性状との関連性について検討した。メ
チル化異常の頻度は、「重度乏精子症」では 74.0%（20/27）、「中等度乏精子症」で
は 21.0%（8/38）、「正常精子」では 16.7%（22/132）で、メチル化異常と精子濃度に
負の相関（R2=0.8059）が認められた（図 3-B）。同様に、運動率を 10%以下、10－
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40%、40%以上の 3 群に分類した場合、運動率とメチル化異常との間に負の相関
（R2=0.7808）を認めた。さらに奇形率を 50%以下、50-65%、65%以上の 3群に分類
した場合、奇形率とメチル化異常の頻度の間に、正の相関（R2=0.9643）を認めた。
メチル化異常の有無と年齢および BMIに相関は認めなかった。メチル化異常の程度
について、「重症型乏精子症」、「中等度乏精子症」、「正常精子」について比較検討し
た。図 3-Cに示すように、精子所見はメチル化異常の程度にも相関することが示さ
れた。 
 
6．同一症例の精子間のメチル化異常 
同一症例の精子を、時期を変えて精液検査をおこない、その都度精子細胞を採取
した。精子型インプリント遺伝子として H19、卵子型インプリント遺伝子として
PEG1 について、メチル化率を解析した。症例 X では、精子濃度が低い精子では、
精子型インプリント H19のメチル化率は約 50%と異常を示すが、精子濃度が高い精
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子では、H19 のメチル化率は正常であった。また、卵子型インプリント PEG1 のメ
チル化率は全て正常範囲であった。同様に症例 Y では、卵子型インプリント PEG1
が精子濃度の上昇とともにメチル化は正常を示した。このように、同一個体の精子
間においても、精子の状態が良い場合、つまり精子濃度が正常な場合にはメチル化
異常の頻度が少ない傾向が確かめられた（図 4）。 
 
7．DNAメチル化異常診断システムの開発 
安全な ART治療を実施するには、男性精子のインプリント異常を予知する検査法
が欠かせない。そのため、ARTに用いる精子を的確に、しかも効率良く診断するシ
ステムを開発する必要がある。我々は、PCR-Luminex 法を新規の DNA メチル化解
析法として応用することを試みた。 
PCR-Luminex 法は、本来ハイスループットで高解像度の遺伝子タイピング（一塩
基多型解析）の技術として考案されていた。この PCR-Luminex 法では、特殊なハイ
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ブリダイゼーション法を用い、一塩基置換を確認することができる。バイサルファ
イト処理によってメチル化されたシトシンはそのままシトシンに、メチル化されな
いシトシンはウラシルに転換されるため、PCR-Luminex 法を用いてメチル化状態を
測定する事ができる。そこで、この PCR-Luminex 法を診断システムとして、臨床応
用することが可能と考えた。 
1）プラスミドによる PCR-Luminex法でのメチル化の検討 
メチル化プラスミドと非メチル化プラスミドを、各 DMR について作成した。代
表例として、作成した ZDBF2 領域のプラスミド DNA のメチル化比率を調整し、
PCR-Luminex 法で測定し、回帰曲線検量線で示した（図 5-A）。Lminex 測定値では、
この検量線をもとにメチル化率を測定し、安定化した。 
次に、ヒト正常血液 DNAと精子 DNAを用い、PCR-Luminex 法と、従来法（COBRA
法とシークエンス法）で ZDBF2 領域の DNA メチル化の解析をおこい、両者による
測定値を比較検討した（図 5-B，5-C）。同様に他の 7 領域についても、インプリン
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ト遺伝子の DMR のメチル化パターンは、体細胞（血液）でおよそ 50%を示し、正
常精子では精子型インプリントでは 100%、卵子型インプリントでは 0%のメチル化
パターンを示した。バックグラウンド・ノイズは、「DNA がない」サンプルを用い
て調整した。 
2）PCR-Luminex法と COBRA法の比較 
次に、PCR-Luminex 法と COBRA 法のメチル化率について、精子 DNA を用いて
比較検討した。両法の比較解析には、Spearman と Pearson の相関係数を用い、統計
学的検討をおこなった。その結果、7領域について相関（H19: R2＝0.4464、ZDBF2: 
R
2＝0.98、ZAC: R2＝0.8227、PEG1: R2＝0.9452、LIT1: R2＝1、SNRPN: R2＝0.7255、
PEG3: R
2＝0.9774）を示したが、GTL2については、弱い相関がみられた（R2＝0.238）。
図 6には、精子型インプリント（H19、GTL2、ZDBF2）が PCR-Luminex 法及び COBRA
法で 90%以下であるメチル化異常例を、卵子型インプリント（ZAC、PEG1、LIT1、
SNRPN、PEG3）が 15%以上であるメチル化異常例を示した（図 6）。 
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＜考 察＞ 
1．不妊症男性精子のメチル化インプリント異常の特異性 
インプリント遺伝子のアレル特異的メチル化領域（DMR）の DNA メチル化率は、
体細胞ではおよそ 50%である。しかし、次世代の配偶子では新たにリセットされな
ければならない。つまり始原生殖細胞で全てメチル化は消去され、成熟した精子は、
受精前に父由来（精子型）の DMR でメチル化を完全に獲得する。また、精子では
母由来（卵子型）の DMR のメチル化は獲得しない。今回 197例の男性精子 DNAを
用い、22 領域の DMR（精子型 3 領域、卵子型 19 領域）について、DNA メチル化
の解析をおこなった。その結果、全体で 25.4%（50/197）の症例に、メチル化異常
を認めた。異常のあった精子のうち、38.0%（19/50）は、父（精子）と母（卵子）
由来の両方の DMR に異常を認めた。また、精子にみられるメチル化の異常と形態
学的な精液所見との間に相関がみられた。つまり、精子濃度（数）や運動率が低い
ほどメチル化異常の頻度は高く、奇形率が高いほどメチル化異常の頻度は高いこと
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が明らかとなった。乏精子症の患者の精子では 43.1%（28/50）に異常を認めた。こ
の結果は DNA メチル化の確立、維持に精子形成能が強く関連していることが示唆
された。実際に、メチル化酵素欠損マウスでは、メチル化インプリントの異常を示
し、生殖細胞の形成不全が認められている 28,29,30)。また、これらのメチル化異常は
インプリント領域特異的で、非インプリント遺伝子の DNA メチル化は正常であっ
た。この事実より、インプリント遺伝子の DMR は、より変化を受けやすい領域で
あるのかもしれない 31)。 
ヒト精子におけるインプリント遺伝子の DNA メチル化の獲得に関する報告は少
ない。Marques らは、H19 遺伝子のインプリント異常と精子形成異常の間に関連が
あることを報告している。Marques らの H19 の CTCF結合領域では、「重症型乏精子
症」におけるメチル化異常の頻度が高く（30%）、「正常精子」の場合では、頻度は
低いことを報告している 21)。我々の結果も、H19のメチル化異常の報告とほぼ一致
している 22)。今回の解析で、メチル化インプリントの異常は、H19 だけでなく、他
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のインプリント遺伝子においても存在することを明らかにした。GTL2 のメチル化
異常は 32.0%（16/50）で、ZDBF2 は 18.0%（9/50）であった。母由来のメチル化異
常は、父由来のメチル化インプリントの異常より、その頻度が高い。メチル化異常
のうち 82%は母由来のメチル化異常であった。この結果は、解析した母由来の DMR
の数が多いことが原因であるかもしれない。あるいは、このメチル化異常は配偶子
形成過程における母由来 DMR のメチル化の消去の異常かもしれない 32)。 
インプリント遺伝子には、繰り返し配列が含まれることが多い。メチル化異常が
繰り返し配列に特有な現象であるのか、インプリント遺伝子に特有な現象であるの
か、区別するため LINE、Aluのメチル化解析を行った。その結果、インプリント遺
伝子特有な現象であることがわかり、この領域が変化を受けやすいと考えられた。 
メチル化の異常の頻度の比較的高い領域は、GTL2、GRB10、PEG3 のインプリン
ト領域であった。これらの遺伝子機能欠失マウスの解析では、GTL2 は胎盤の発育
不良、GRB10、PEG3 は胎児の発育不良が報告されている 33)。また、これらのイン
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プリント遺伝子が、新生児の成長や発達異常に関連することも示されている。（MRC 
Mammalian Genetics Unit, Harwell UK. URL: 
http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/function.html）。また GRB10は、Silver 
Russell 症候群の発症に関与する原因遺伝子の 1つとしても報告されている 34)。 
 
2．精子のメチル化異常のメカニズム 
メチル化インプリント異常を認めたほとんど全ての症例は、部分的なメチル化異
常であった。この異常は、特異性はなく様々な領域に分散していた。DNAメチル化
酵素（Dnmts）やメチル化結合蛋白はおそらく、生殖細胞でのメチル化の獲得の重
要な調節因子と考えられている 28-30,35-37)。Dnmt3a と 3L ノックアウトマウスでは、
いずれも雌マウスは、母由来インプリント遺伝子のメチル化の獲得の障害のため、
胎生中期に流産となる。また、雄の場合はその表現型は乏精子症である。不妊症患
者でまだこれらの遺伝子の異常の報告はない。DNMT1 の卵子型アイソフォーム
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（Dnmt1o）の異常で一卵性双胎のうち 1 児にインプリント異常症である
Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）が認められた報告がある 38)。また、最近 Annaud
らは Dnmt3L のノックアウトマウスではその母由来アレルのメチル化の異常は不完
全で、Dnmt3L 以外の蛋白がメチル化の獲得に必要ではないかと報告している 39)。
さらに加齢とともに遺伝子の発現は環境変化の影響を受けるため 37)、たとえば生殖
細胞でインプリント遺伝子の DNA メチル化の獲得に必要な Dnmt3 蛋白の発現変化
により、異常が生じるのかもしれない。部分的なメチル化異常の原因は不明である。
しかし、この異常の程度は精液所見と合致する。つまり、精子濃度が低い場合（運
動率が低く、奇形率が高い）、メチル化異常の程度は高くなる。この傾向は同一症例
の精液でも確かめられた。このような事実よりメチル化異常と精子形成能には、密
接な関連があることが考えられた。 
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3．新規 DNAメチル化診断システムの開発 
現時点で不妊治療検査においてインプリンティング異常を正確に評価しようとす
る試みは皆無である。前述のように DNAメチル化解析法は、精子 DNAをバイサル
ファイト処理し、鋳型に複数のアレル特異的メチル化領域を個別に核酸増幅し、さ
らに制限酵素を用い消化後、ゲルに電気泳動しバンドの濃淡を特殊な器械を使って
測定する COBRA 法とシークエンサーを用い、ラベルされた塩基をひとつずつ解析
するシークエンス法を併用する方法を用いているため、診断の確定には強力なツー
ルであるものの、多大な労力と操作に約 1 週間以上費やし、体外受精等の臨床診断
レベルでの利用には不向きである。また、費用も 1症例あたり約 10 万円と高額であ
る。したがって、本研究成果を今後の不妊治療を安全に実施するための検査として
広く世の中に普及させるためには、簡便で制度の高い診断システムを開発すること
が重要である。 
我々は、DNAメチル化を解析する新しい方法として、PCR-Luminex 技術を応用し
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た診断法を開発し、多数の精子サンプルを用いて、その性能評価をおこなった。こ
の PCR-Luminex 法は Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Oligonucleotide 
Probes（PCR-SSOP）プロトコルを利用し、迅速でかつハイスループットな定量法で
ある 39,40)。本来、この方法は、HLAタイピングや遺伝子多型を認識するために用い
られていた。今回の DNAメチル化解析への応用は、我々が世界で初めてである。 
本研究では、父由来 DMR の 3 領域（H19、GTL2、ZDBF2）と、母由来 DMR の
5領域（ZAC、PEG1、LIT1、SNRPN、PEG3）の DNAメチル化について定量解析を
おこなった。この測定結果は、従来法である COBRA 法の結果と比較し、従来法と
同等のメチル化比率を示した。しかし、GTL2 について PCR-Luminex 法と COBRA
法データの相関が低い原因として、PCR で増幅する際、塩基配列構造上の特性や
PCR の条件設定があると考えられ、さらに至適条件の検討が必要と考えられる。今
後さらに領域を拡大し、22領域全てにおいて信頼できる結果が得られるような技術
開発を進めていく計画である。ARTの臨床の場において、本システムによる検査を
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導入することで、予めインプリント遺伝子のメチル化異常が少ないと思われる精子
を使用することが可能となり、ARTにおける信頼性、安全性を高める一助になると
ともに、高額で長期間の治療が必要となる不妊治療において患者の経済的および身
体的負担の低減につながることが期待できる。さらに、メチル化異常を原因とする
先天性疾患、癌などの診断および予防法として広く応用可能である。実用化に向け
今後も開発を進めていく。 
 
4．DNAメチル化異常とリスク要因 
先天性インプリント異常症は、IVFや ICSI症例に多い傾向にあるが、リスク要因
となりうる ART操作は、排卵誘発法や量、胚培養液の種類など様々であり、特定す
るに至っていない。以前我々は排卵誘発刺激が卵子インプリント異常を引き起こす
ことを報告した 41)。また、メチル化の異常は、体外培養によって生じる事も報告さ
れている。マウスでは、培養液の組成や体外操作によるメチル化異常についての報
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告が数多くある。ICSI は男性不妊症に有効な治療法で、通常排卵誘発や胚培養を行
う。しかし、1）男性不妊の原因となる異常の遺伝、2）不妊症精子の潜在的障害、3）
インプリント異常の問題などが懸念されている 42)。実際に、Angelman 症候群（AS）
や Beckwith-Wiedemann 症候群（BWS）の患者は ICSIと関連があることが多い。現
時点で ARTのリスク要因は特定できていないが、様々な要因（排卵誘発、体外培養
など）が加わり、確率的にリスクをあげていることが予想される。エピゲノム異常
は、先天性疾患、小児がんにとどまらず、小児の身体的、精神的発育・発達、性格
形成、行動異常等に関連し、さらに癌や生活習慣病など成人の難治性疾患の原因と
なりうる。ART出生児のエピゲノム変異についてゲノムワイドな解析と確率的疾患
リスク評価を行い、安全で質の高い生殖医療の実現を目指す必要がある。 
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＜結 論＞ 
男性精子のおよそ 25%にメチル化インプリントの異常を示した。また、メチル化
異常と精液性状に強い相関関係がみられ、メチル化異常は精子形成能に密接に関連
していることが示唆された。また、PCR-Luminex 法は、迅速で正確な診断法として
臨床現場において応用可能な新しいDNAメチル化診断法として有用と考えられた。
今後実用化に向けた開発を進めていく。 
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図 1 ヒトインプリントの遺伝子マップ 
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図 2 H19遺伝子 DMRのメチル化インプリントの解析 
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図 3 メチル化インプリント異常の頻度と精子所見との関連性 
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図 4 個体内精子間での精子濃度とメチル化の変動 
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図 5 PCR-Luminex法と COBRA法のメチル化率の比較検討 
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図 6 精子を用いた PCR-Luminex法と COBRA法の関連性 
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表 1 Bisulphite PCR解析で用いたプライマー配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gene Target
Amplicon
 (bp)
Annealing
Restriction
Enzyme
Accession
No.
chromosomal
location
H19 F2 TATATGGGTATTTTTGGAGGTTTTT
H19 R1 ATAAATATCCTATTCCCAAATAACCCC
hH19DMR sF1 AGGTTGGGGAGATGGGAGGAGATAC
hH19DMR sR1 GTGGATAATGCCCGACCTGAAGATC
GTL2 BSF1 GGGTTGGGTTTTGTTAGTTGTTTGT
GTL2 BSR1 ACAATTTAACAACAACTTTCCTCCAAA
ZDBF2 BSF1 GTTTTGTTAGTTAGATTGGAAAATA
ZDBF2 BSR1 AAAATAATAATTACCTAAAAATAAAAAC
DIRAS3 BSF1 TGTTGTTTTGTTTGATATTTGTTGTT
DIRAS3 BSR1 CCTTAAACTTCTAAACTAACCCCTC
DIRAS3 SF1 ACTTACCTTTCTCGGAGGCACG
DIRAS3 SR1 AACAGTTCCTCCCCAACCTGTAAC
NAP1L5 BS2F1 TGATAGTGGGAAGTTAGTTAAGTGT
NAP1L5 BS2R1 AAAAATCTAAAACTCCTCAACCATC
NAP1L5 SF1 GCTGTCACAGTCTCCACCCTGC
NAP1L5 SR1 CCGCATCCGCAAGATCTCTCTG
FAM50B cBSF1 GGTTTTGAGGAGAGTGTTAGGTTTT
FAM50B cBSR1 AAAACTCTCTAAATAACCACAACAACTTAC
FAM50B SF1 CAGGTAATGTTCACGAGACGCCACAG
FAM50B SR1 GGGGCTCCTGTTTTCACGCTGTG
ZAC F GGGGTAGTYGTGTTTATAGTTTAGTA
ZAC R CRAACACCCAAACACCTACCCTA
GRB10 BSF2 GTTAGGGGTTTGYGGYGTAGAAAAT
GRB10 BSR2 CCAATCCCTCRAAAACTAA
GRB10 SF1 GAACGCGCTAGCACGAAAAGC
GRB10 SR1 CAGTCCCTCGGAGGCTGAGTATTG
PEG10 BSF1 TTTAGTTTGGTTAGTTTAGTATTAGTATTT
PEG10 BSR1 AAAAAATAAAATCCCACACCTAAAC
hPEG1 BSF1 AATTTTAATTATTTGATGAGTTATGAG
hPEG1 BSR1 ATATTTTTCAAATTTCAATAACAAAC
PEG1DMR sF2 GTATCACGGTGGCGGGAGTC
PEG1DMR sR2 ATGAGCGGAGACAATAAGCAAAC
INPP5Fv2 BS4F1 TAGGAATTTTAATTATAAGTTTTGTAA
INPP5Fv2 BS4R2 AATACAAACAACTATTTAAACCTC
LIT1 F TTTTGGTAGGATTTTGTTGAGGAGT
LIT1 R CCTCACACCCAACCAATACCTC
RB1 BSF2 GTGAAAGTGGGTTTTGGGTAGTTTG
RB1 BSR1 CTTAAACATTTCCAAAACTACCCTACC
RB1 SF1 CCGCCGCCTCTACGTTTCCTTTTG
RB1 SR1 CCTAGACGCTGACCATTCCCCACAAG
hSNRPN BSF1 AGGAGGTTATGGTAGTGGATTAGG
hSNRPN BSR1 CACCACAATAAACAAACCAAATAAC
SNRPN-DMR sF3 ACCGAGGCGAGGAGGCTATG
SNRPN-DMR sR3 GACTGTGCTACTGCCCCTTCTG
ZNF597 BSF1 GTTTTTTGATAGGAGTTGTAGAAAG
ZNF597 BSR1 CAACTACCCAATAACTACAAATCCTC
ZNF597 SF1 CGGGTGGGGAATGCCTTCTTCAAG
ZNF597 SR1 GAGAACTTCGACCAATCAAAGGGCAGG
ZNF331 BSF2 GTYGGGTTTTGTTGTGTTTGTATAT
ZNF331 BSR1 ATCCCRCCACCCCCTAAAAACCAAC
ZNF331 SF2 CGTGTCAGTGTGTCCGCGTGTCA
ZNF331 SR2 GGCTGCGTCACTGGTGCAAACG
PEG3 BS2F3 GGTTGTTGATTGGTTAGTATAGAAGTT
PEG3 BS2R0 CTCACCTCACCTCAATACTACRCAAC
PEG3-DMR sF1 CTGTGCCCACTCTCGGACTG
PEG3-DMR sR1 CACCTCGGTGCAGAAGTCTGG
PSIMCT-1 BSF1 GGATGTAGTTGGATATATTTTTTTT
PSIMCT-1 BSR1 ACTTATCAAACCCTACTATTTCAAC
NNAT BS2F1 TTTTAGTTAGTGGGGTTTTTTGTATT
NNAT BS2R1 CATTACACCTCCATCTACTACTAACACTAT
NNAT S2F1 TCAAACAGCCCAGCGTCACTTTG
NNAT S2R1 ACCTCTTTCCAGCAAGCTGCCTG
L3MBTL BSF0 GTGTAGTTTGGAGTGAGGTTTTTTG
L3MBTL BSR2 AAACCCAACTCAAAACCTAAAAAAC
NESPAS BSF1 AGTAAAGTTTTTTAGGGAGTAGTTG
NESPAS BSR1 AACAAACTATAATAAAACTAAAAAAACTAA
NESPAS SF1 CATGGTATTTATCTGTGGGTTCAG
NESPAS SR1 GCAGGGTGCTCTCTTGTTTATG
GNAS1A BSF1 GTGTGAGTGTATTTTATTTATATGTAAGT
GNAS1A BSR1 AACAAAAATCTATTTACCCTCAAAC
GNAS1A SF1 GCTGCCTTGCGTGTGAGTGC
GNAS1A SR1 CGGATGGCAGGAGTCTGTTTACC
LINE-1 BSF TTGAGTTGTGGTGGGTTTTATTTAG
LINE-1 BSR TCATCTCACTAAAAAATACCAAACA
Alu BSF GATCTTTTTATTAAAAATATAAAAATTAGT
Alu BSR GATCCCAAACTAAAATACAATAA
Alu BS 152 43 U14568
LINE-1 BS 413 50 X58075
Mbo1
GNAS1A
BS 236 55
AF246983 20q13.3
SNP 251 67
NESPAS
BS 312 55
AJ251760 20q13.32
SNP 287 62
L3MBTL BS 331 55 AL031681 20q13.12
NNAT
BS 365 55
AL109614 20q11.2-q12
SNP 237 61
PSIMCT-1 BS 328 55 AL110115 20q11.2
PEG3
BS 227 55
AC006115 19q13.4
SNP 342 66
Taq1
ZNF331
BS 270 57
AC011487 19q13.42
SNP 456 69
ZNF597
BS 254 57
AC025283 16p13.3
SNP 409 67
SNRPN
BS 383 59
U41384 15q11.2
SNP 335 68
Hha1
RB1
BS 241 59
AL392048 13q14.2
SNP 480 68
LIT1 BS 307 57 U90095 11p15
INPP5Fv2 BS 203 55 AL133461 10q26.11
Taq1
PEG1
BS 275 57
AB045582 7q32
SNP 315 61
Taq1
PEG10 BS 395 55 AC069292 7q21
GRB10
BS 245 55
AC004920 7p12.2
SNP 185 69
ZAC BS 152 57 AL109755 6q24-q25
FAM50B
BS 334 57
Y18504     6p25.2
SNP 218 67
Taq1
NAP1L5
BS 348 57
AC108065 4q21-q22
SNP 202 66
DIRAS3
BS 349 57
AF202543 1p31
SNP 321 65
14q32
2q33.3
H19
BS 220 57
AF125183 11p15.5
SNP 395 68
Taq1
Nru1
Taq1
Taq1
Mlu1
Primer sequence (5'-3')
ZDBF2 BS 210 57 AC007383
GTL2 BS 459 57 AL117190
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表 2 PCR-Luminex法で用いたオリゴプローブの塩基配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sequence (5'ー3')
H19 probe (CpG 9) Me TTATAGTTCGAGTTCGTTT
Un ATTATAGTTTGAGTTTGTTT
probe (CpG 16) Me AGTTACGCGTCGTAGG
Un AGTTATGTGTTGTAGGG
GTL2 probe (CpG 4) Me CCTAATAAATCGCGAACAA
Un CCTAATAAATCACAAACAA
probe (CpG 8) Me GTTGTTTGAGGTTTATAG
Un CTATAAACCTCAAACAAC
ZDBF2 probe (CpG 1) Me ATTCAAAACCGCAATAAACT
Un ATTCAAAACCACAATAAACTA
probe (CpG 4) Me CAACTACTCGAATAACTAAA
Un CAACTACTCAAATAACTAAA
PEG1 probe (CpG 15) Me TTATGGTGCGTCGAGAT
Un GGTTATGGTGTGTTGAGAT
LIT1 probe (CpG 5) Me GTTATTGGTCGAAAGAGTT
Un GTTATTGGTTGAAAGAGTT
probe (CpG 17) Me TGTTTTCGTCGTTGTCGAT
Un TTGTTTTTGTTGTTGTTGAT
probe (CpG 19) Me TGCGGTAGCGTTTCGAT
Un ATTGTGGTAGTGTTTTGATT
ZAC probe (CpG 8) Me GGTACGTTCGAGCGGT
Un GGTATGTTTGAGTGGTT
SNRPN probe (CpG 16) Me AATATACGCGTTAAT
Un AATATATGTGTTAAT
probe (CpG 19) Me TAAGTATGTTTGTGTGGTTGT
Un TAAGTATGCTTGTGTGGTTGT
PEG3 probe (CpG 20) Me GCGGTCGAAGGCGTATTTA
Un GTGGTTGAAGGTGTATTTA
Target genes
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表
4 
従
来
法
と
の
比
較
 
 
微
量
D
N
A
取
扱
分
子
数
の
定
量
メ
チ
ル
化
比
率
測
定
複
数
個
所
同
時
測
定
簡
便
性
コ
ス
ト
ハ
イ
ス
ル
ー
プ
ッ
ト
サ
ザ
ン
ブ
ロ
ッ
ト
×
×
○
△
×
×
×
シ
ー
ク
エ
ン
ス
○
×
○
○
×
×
×
C
O
B
R
A
○
×
○
△
△
×
×
M
S
P
○
×
△
×
○
○
×
リ
ア
ル
タ
イ
ム
M
S
P
○
○
○
×
○
△
×
T
a
q
M
a
n
○
○
○
×
○
×
×
P
C
R
-L
u
m
in
e
x
○
×
○
○
○
○
○
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＜略 記＞ 
 
ART: Assisted reproductive technologies 
AS: Angelman syndrome 
bp: Base pair 
BWS: Beckwith-Wiedemann syndrome 
COBRA: Combined bisulphite PCRrestriction analysis 
DMR: Differentially methylated region 
ICSI: Intracytoplasmic sperm injection 
IVF: In vitro fertilization 
PBS: Phosphate buffered saline 
PCR: Polymerase chain reaction 
PGC: Primordial germ cell 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
55 
 
＜図の説明＞ 
 
図 1 ヒトインプリントの遺伝子マップ 
（A）父由来インプリント DMR：(a) H19，(b) GTL2，(c) ZDBF2、（B）母由来イン
プリント DMR：(d) DIRAS3，(e) NAP1L5，(f) FAM50B，(g) ZAC（PLAGL1），(h) 
GRB10，(i) PEG10，(j) PEG1（MEST），(k) INPP5F-v2，(l) LIT1（KCNQ1OT1），(m) 
RB1，(n) SNRPN，(o) ZNF597，(p) ZNF331，(q) PEG3，(r) PSIMCT-1，(s) NNAT，
(t) L3MBTL，(u) NESPAS，(v) GNAS1A、（C）非インプリント遺伝子反復配列：(w) 
LINE1，(x) Alu の遺伝子マップ。括弧内は Genbank登録番号、遺伝子の転写方向
は黒枠の矢印で示す。白枠は各インプリント遺伝子の DMR を表す。横矢印（→）
はプライマーの位置を示す。垂直の線と数字は、CpG部位を表す。縦矢印（↑）
は DNA多型を示す。 
 
図 2 H19遺伝子 DMRのメチル化インプリントの解析 
（A）COBRA 法：PCR 産物は、メチル化されている場合のみ制限酵素（Taq1）で
切断される。切断された断片は図の右側（＋）に示した。Case Aはメチル化され
たバンドのみがみられ、正常と判定した。Case C の精子では非メチル化バンドも
みられ、メチル化異常と判定した。 
（B）シークエンス法：H19遺伝子 DMR の PCR 領域全ての CpG部位についてメチ
ル化の解析を行った。Case Aは、すべてメチル化されていることを示す。Case C
は、ほとんどメチル化されてなく異常と判定される。体細胞（白血球）はコント
ロールとして示している。体細胞では、COBRA 法シークエンス法の結果、およ
そ 50%がメチル化されていない。つまり、この結果は PCR 反応で、バイアスがか
かっていないことを示している。●はメチル化を、○は非メチル化を示す。 
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図 3 メチル化インプリント異常の頻度と精子所見との関連性 
（A）メチル化異常の頻度と影響を受ける領域：全体でおよそ 25%にメチル化異常
を認めた（左円グラフ）。精子型インプリント遺伝子の異常は 18%、卵子型イン
プリント遺伝子は 82%であった（右円グラフ）。 
（B）メチル化異常と精液所見との関連：精子のメチル化異常は精子濃度、運動率
と負の相関を、奇形率とは正の相関を示す。縦軸は、メチル化異常の症例の頻度
が占める割合（%）。横軸は、左グラフから、精子濃度（×106/ml）、運動率（%）、
奇形率（%）を 3群に分けて示す。 
（C）メチル化インプリント異常の程度と精液濃度との関連：精子型インプリント
遺伝子（左グラフ）；重症型乏精子症では、メチル化異常の程度も悪くなる傾向に
ある。卵子型インプリント遺伝子（右グラフ）；同じく、重症型乏精子症では、メ
チル化の程度が悪くなる傾向にある。 
 
図 4 同一患者内精子での精子濃度とメチル化の変動 
同一患者内でのメチル化の変動：同一人の採取日が異なる精液について、それぞ
れメチル化の解析（精子型インプリント H19、卵子型インプリント PEG1）をお
こなった。症例 X；H19 は濃度の改善に伴い正常値となる。（メチル化率 80％以
上が正常）。症例 Y；PEG1 は、濃度の改善に伴い正常化している。（メチル化率
20％以下が正常）。精子濃度が高いほどメチル化の異常の程度は低くなる傾向が示
された。縦軸はメチル化率（％）、横軸は精子濃度（×106/ml）である。 
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図 5  PCR-Luminex法と COBRA法のメチル化率の比較検討 
（A）プラスミド DNA を用い PCR-Luminex 法によりメチル化率を測定し、回帰曲
線検量線を作成した。ZDBF2（図 1-A）を例とする。縦軸は PCR-Luminex 法によ
る測定値、横軸はプラスミド DNAのメチル化率を示す。 
（B）PCR-Luminex 法と COBRA 法との比較：正常血液（Blood1,2）と正常精子
（Sperm1,2）DNA を用いメチル化率を測定し比較した。両法による測定値は類似
の値を示した。比較した値は、CpGサイトの 4番である。 
（C）シークエンス法との比較：●はメチル化、○は非メチル化を示す。上に示す
番号は CpG 部位の番号である。この場合、CpG 部位の 1 番と 4 番をそれぞれ比
較した。両法の結果は類似した値を示している。 
 
図 6 精子を用いた PCR-Luminex法と COBRA法の関連性 
A) H19、B) GTL2、C) ZDBF2、D) ZAC、E) PEG1、F) LIT1、G) SNRPN、H) PEG3
についてメチル化異常を示す精子サンプルの値をプロットした。縦軸は Luminex
法により、横軸は COBRA 法により得た値を示す。異常を示す領域のメチル化（父
由来 DMR の場合 90％以下、母由来の DMR の場合 15％以上）は、GTL2 領域以
外は強い相関を示した。 
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表 1  Bisulphite PCR解析で用いたプライマー配列 
それぞれのインプリント遺伝子 DMR について、プライマー配列、増幅長、アニー
リング温度、制限酵素、Genbank 番号、染色体部位を示す。 
 
表 2  PCR-Luminex法で用いたオリゴプローブの塩基配列 
それぞれのインプリント遺伝子 DMR のメチル化部位（CpG 部位）に特異的なオ
リゴプローブ配列を示す。メチル化プローブは Me、非メチル化プローブは Unで
示す。 
 
表 3  不妊症男性精子のメチル化異常 
解析をおこなった 197 例のうち、メチル化異常症例の一覧を示す。精子濃度を
Severe（重症乏精子症）、Moderate（中等度乏精子症）、Normal（正常）に分けた。
年齢、BMI、精液所見、各 DMR でのメチル化異常の有無を示す。数値はメチル
化率である。＋は 80%以上を、－は 20%以下でそれぞれ正常範囲を表す。ND は
測定不能。 
 
表 4 従来法との比較 
PCR－Luminex法が、従来法と比較し、有用であることがわかる。 
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＜添付資料＞ 
 
 
 
 
図 1 ART 治療後の先天性インプリント異常症の報告例のまとめ 
 
ART治療としては IVF、ICSIが多い。また、メチル化異常を示す例が多いのが特徴
と考えられる。 
 
 
疾患 総数 症例数 解析結果 ART 手技 報告者 
Beckwith 
-Wiedemann 
 Syndrome 
(BWS) 
不明  LIT1 Hypomethylation(5/6)   
65 6 H19 Hypomethylation(1/6) IVF &ICSI 
DeBaun et al. 
(2003) 
149 2 LIT1 Hypomethylation(2/2) IVF &ICSI 
Mahet et al. 
(2003) 
149 6 LIT1 Hypomethylation(6/6) IVF &ICSI 
Gicquel et al. 
(2003) 
Angelman 
syndorome 
(AS) 
不明 2 SNRPN Hypomethylation ICSI 
Cox et al. 
(2002) 
不明 1 SNRPN Hypomethylation ICSI 
Orstavik et al. 
(2003) 
Silver-Russell 
syndorome 
(SRS) 
60 2 
H19 Hypomethylation 
IVF &ICSI 
Ogata et al. 
(2007) 
PEG3 Hypomethylation 
Retinoblastoma 
(RB) 
不明 5 RB Hypomethylation IVF &ICSI 
Moll et al. 
(2003) 
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図 2 インプリント遺伝子の DNAメチル化による発現調節 
 
インプリント遺伝子には、父由来、母由来のアレルを区別するアレル特異的メチル
化領域（DMR）が存在する。この DMR のメチル化は、精子あるいは卵子形成過程
で受精前に確立し、片親性発現を調節する。 
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SAM
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DMR （differentially methylated region）
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図 3 生殖細胞成長過程における DNAメチル化の獲得 
 
左図）精子形成と精子型インプリントの確立 
a：精細管断面の模式図。b：精子形成過程。c：精子型インプリントの確立。有糸
分裂期である前精原細胞（胎生 14.5日目から出生時）でメチル化が確立する。 
右図）卵子形成と卵子型インプリントの確立 
a：卵胞形成過程。b：卵子形成過程。c：卵子型インプリントの確立。第一減数分
裂の複糸期で、分裂がいったん停止して卵子が成熟する間に、段階的に遺伝子毎
にメチル化が確立する。 
 
 
 
精子形成過程
a
b
前精原細胞
始原生殖細胞 精原細胞
円形精子細胞
精子細胞 精子
減数分裂期
出生後
c
H19
Gtl2
Rasgrf1
Zdbf２
インプリント インプリント
成熟卵子卵母細胞始原生殖細胞
有糸分裂期
卵祖細胞 一次卵胞 二次卵胞 初期胞状卵胞 後期胞状卵胞
Snrpn
Znf127
Ndn
Peg3
Igf2r
p57kip2
Peg1
第２減数分裂期
Impact
有糸分裂期 （成熟期）（未熟期）
精子型インプリント 卵子型インプリント
減数分裂期
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図 4 DNAメチル化の解析法 
１）Bisulfite法 
バイサルファイト処理により、メチル化していないシトシンは、ウラシルへ変換
するのに対し、メチル化したシトシンは、メチルシトシンのまま残る。 
２）メチル化解析法 
 COBRA法：COBRA 法では、メチル化しているテンプレート DNA（バイサルファ
イト処理済み）は、PCR 後に制限酵素を用いて切断できる。電気泳動により、メ
チル化バンドと非メチル化バンドを区別することができる。 
 Bisulfite Sequencing：PCR産物は、pGEM-Tベクター（Promega）を用い、クロー
ニング。各クローンは、M13 Reverseプライマーを用い、塩基配列を決定。1つの
サンプルについて、約 20 クローンずつシークエンスした。また、PCR 領域内に
DNA多型を見つけ、アレル特異的にメチル化と非メチル化を識別した。 
Bisulfite treatment
メチル化アレル
5 ’ -GGGTCATCTCGGCG CG-3 ’
5 ’ -GGGTCATCTCGGCG CG-3 ’
M
非メチル化アレル
メチル化アレル
5 ’ -GGGTUATUTUGGUGUG-3 ’
5 ’ -GGGTUATUTCGGCG CG-3 ’
メチル化解析法
メチル化アレル
（1）COBRA法：Combined Bisulfite Restriction Analysis
Restriction enzyme site
Enzyme digestion
Electrophoresis
非メチル化アレル
低
メ
チ
ル
化
正
常
高
メ
チ
ル
化
Bisulfite 法
（2）Bisulfite Sequencing
T
G
Subcloning
Direct sequencing
SNP
メチル化アレル
非メチル化アレル
非メチル化アレル
M M
M M M
非メチル化アレル
メチル化アレル
方 法
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図 5  PCR-Luminex法 
